



















Abstract: Breast cancer  is  the most commonly occurring cancer  in women and  the second most 
common  cancer overall. By  the  age of  80,  the  estimated  risk  for breast  cancer  for women with 





chemotherapy  and  PARP  inhibitors  (olaparib,  veliparib,  rucaparib  and  talazoparib).  Genomic 
instability  of CST  cells was  confirmed  by whole  genome  sequencing, which  also  revealed  the 
presence  of COSMIC  (Catalogue  of  Somatic Mutations  in Cancer) mutation  signatures  3  and  8 
associated with homologous recombination  (HR) deficiency. In vitro sensitivity of CST cells was 
tested against 11 chemotherapy agents. Tumors derived from orthotopically injected CST‐mCherry 
cells  in  FVB‐GFP  mice  showed  sensitivity  to  cisplatin,  providing  a  new  model  to  study  the 









dependent  breast  cancers  expressing  ER  (estrogen  receptor),  PR  (progesterone  receptor)  and/or 










maintenance of genomic  integrity  and DNA  repair,  such  as ATM  (ataxia‐telangiectasia), CHEK2 
(Checkpoint  kinase  2),  and TP53  are  also  common  [10,  11]. BRCA‐related mammary  tumors  are 














Preclinical  cancer  research  has  relied  on  animal  models  for  the  development  of  effective 
treatment for different cancer types. In particular, xenograft cancer models, where human cancer cells 
are transplanted in immunocompromised mice, offer an easy to use, inexpensive, and reproducible 




most  commonly  used  in  vivo  tumor models,  their  predictive  value  for  therapeutic  success  has 
remained  limited  [28].  Genetically  engineered  mouse  models  of  cancer  (GEMMC)  recapitulate 







Over  20  distinct  mutations,  including  null,  hypomorphic,  isoform,  conditional,  and  point 
mutations, have been engineered in mice to study the relevance of Brca1 in mammary development 
and tumorigenesis [33]. Since germ‐line deletion of Brca1 proved to be lethal during embryogenesis, 
and  its  heterozygous  loss  did  not  initiate  tumorigenesis  [34–36],  development  of  genetically 
engineered mouse models  of  Brca1‐related  cancer  required  tissue‐specific  conditional  knockout 
systems based on the cytokeratin 14 (CK14), β‐lactoglobulin, MMTV‐LTR or WAP driven expression 
of the Cre recombinase [37–40]. Loss of BRCA1 in epithelial tissues leads to mammary tumors, with 
long  latency  and  low  frequency  [41,42].  Additional  deletion  of  p53  significantly  increases  the 
incidence of breast cancer in these animals [43,44]. CK14‐Cre driven somatic deletion of Brca1 and 
p53 resulted  in solid carcinomas resembling high‐grade  IDC‐NOS  (invasive ductal carcinoma not 
otherwise specified) in humans. Significantly, these mammary tumors are highly proliferative, show 




cancers  [45–49]. Brca1−/−, p53−/−  tumors show  initial response  to  therapy, but eventually all  tumors 
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acquire  resistance  to  doxorubicin,  docetaxel  [50]  and  olaparib  [45]  but  not  to  cisplatin  [50,  51]. 
Preclinical studies in K14cre; Brca1F/F; p53F/F mice revealed several mechanisms of resistance, such as 
elevated  levels of drug efflux  transporters and  restoration of HR  [45,46,52,53]. GEM models also 




Spontaneous  tumors developing  in K14cre; Brca1F/F; p53F/F mice  can be  serially  transplanted, 




















specific  cell‐surface marker pattern  and differentiation  capability  [57–59]. To  favour  cancer  cells, 
horse serum, which is needed for the maintenance of primary fibroblasts, was removed. As a result, 
after  approximately  three  passages  (~3 weeks),  fibroblasts  disappeared  from  the  flasks,  and  the 
primary cultures exhibited a uniform morphology corresponding to cancer cells (Figure 1B). During 
the  following  months,  the  initial  morphology  observed  in  the  primary  cell  cultures  gradually 
changed. The established cell line, designated as CST, consists of adherent cells exhibiting fillopodial 
and  lamellipodial  structures  related  to  mesenchymal  morphology  (Figure  1C).  Despite  their 
mesenchymal phenotype, CST cells are of epithelial origin, as evidenced by the truncation of Brca1 
gene that occurred in the mammary epithelium of K14cre; Brca1F/F; p53F/F mice (Figure 1D). 

















marker  E‐cadherin  (also  known  as  Cadherin‐1).  4T1  cells,  derived  from  a  murine  mammary 
carcinoma  [61],  exhibit  epithelial morphology,  E‐cadherin  expression,  and  also  some  degree  of 
vimentin positivity. MDA‐MB‐231 is a human mesenchymal breast cancer cell line (triple‐negative 
subtype:  ER‐,  PR‐, HER2‐,  claudin‐low  [60]),  lacking  E‐cadherin  expression  and  showing  100% 
vimentin positivity. As shown in Figure 2A, CST cells express vimentin, a prominent marker of the 





In  vitro  proliferation  of  CST  cells was  characterized  by  live‐cell microscopy.  Based  on  the 
assessment of relative confluency and cell numbers, the estimated doubling time of CST cells is 34 h, 









an accepted measure of  the number of DNA double‐strand breaks  in single cells. In  line with the 
increased  genomic  instability  of  BRCA1‐deleted  cells  [63], CST  cells  exhibited  high  numbers  of 
spontaneous γ‐H2AX foci. The high number of γ‐H2AX foci  in MDA‐MB‐231  is linked to the  low 
constitutive expression of p21WAF1 (Figure 2D, Figure S4). 
 













frequent  copy number changes  indicating  chromosomal  instability. Genomic DNA was prepared 
from a single CST cell cloned population and sequenced on an Illumina HiSeq X Ten instrument with 
a mean  coverage of  32. We  identified  125,415 point mutations  and  383,672  indels  relative  to  the 
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background  mouse  strain,  of  which  95156  and  268,669  were  heterozygous  and  homozygous, 
respectively. A deconstruction of  the SNV spectrum  into COSMIC mutational signatures derived 


















of breast cancers. Table 1 shows  the  IC50 values obtained with PrestoBlue® assays, as well as  the 
reference plasma concentrations of the chemotherapeutic agents (see also Figure S6). In general, CST 
cells show sensitivity to the tested drugs (IC50 values were between 0.02–1.2 μM). In line with the 
clinical  efficiency  of  the  tested  drugs,  CST  cells  are  highly  sensitive  to  SN38,  which  is  the 
pharmacologically  active  metabolite  of  irinotecan;  cisplatin,  and  the  PARP  inhibitors  olaparib, 
veliparib, rucaparib and talazoparib. 
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after  20 days  (Figure  4A). Growth  kinetics  of  the CST derived  tumors were  similar  to  the  rates 
observed with the serial orthotopic transplantation of tumor pieces [45]. Tumor formation potential 










The  fluorescence of CST cells offers a  tool  to  investigate  tumor‐stroma  interactions. To allow 
efficient  separation  of  tumor  and  stroma  cells,  1.5  ×  106 CST‐mCherry  cells were  orthotopically 
injected into GFP‐positive FVB mice. When the tumors reached 200 mm3, the animals were sacrificed, 




separately.  As  shown  in  Figure  4E,  mCherry‐positive  CST  cells  preserved  the  characteristic 
mesenchymal morphology, while GFP‐positive fibroblasts are larger, and exhibit a flat, polygonal, 
stellate‐like morphology with formed lamellipodia. 
Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 1185  8  of  19 
 
 


















to adhere  to  the plastic  surface of  the  tissue  flask. Due  to  changes occurring during  the  in vitro 
adaptation process,  stabilization  and  characterization of  a new  cell  line  should  follow published 







several other malignancies has been also discovered. Mutations  in  the Brca1 gene were  found  in 
urothelial tumors [74], pancreatic cancer [75], and prostate malignancies [76]. 
CST cells show mesenchymal morphology and express mesenchymal markers; and the rapid 
growth  rate  and  increased motility also  indicate an aggressive phenotype, a  characteristic of  the 
original mouse  tumor  as well,  from which CST  cells were derived  [37]. CST  cells  share  several 








The extensive DNA damage observed  in untreated CST  cells  (Figure 2D)  is  in  line with  the 
defective homologous recombination due  to  loss of BRCA1  [83]. This  is also supported by whole 
genome sequencing: both the presence of COSMIC signatures 3 and 8 and the elevated levels of copy 




in  vivo  and  clinical  hypersensitivity  of  BRCA1‐deficient  tumors  to  anthracyclines  [49,84–86].  In 
contrast, cells with mutated BRCA1 usually show increased tolerance to microtubule targeting drugs, 
which is explained by the role of BRCA1 in mitotic‐spindle assembly and the JNK pathway linking 
damage of  the microtubule network  to apoptosis  [87–89]. CST cells are about 10‐fold  resistant  to 






While  the  cellular  consequences of BRCA1‐mutations  are well  characterized,  the  interaction 
between cancer cells lacking BRCA1 and their microenvironment is less studied. To establish in vitro 
and in vivo models for the study of the cooperation between BRCA1‐KO tumor cells and the stromal 
compartment,  we  transduced  CST  cells  with  lentiviral  plasmids  encoding  GFP  (CST‐GFP)  or 
mCherry  (CST‐mCh).  Since  stable  expression  of  the  fluorescent  proteins  did  not  change  the 
phenotype  of CST  cells  (Figure  S7  and  S8),  in  vivo  tumor  formation  and  chemosensitivity was 
evaluated in GFP‐positive FVB mice orthotopically engrafted with CST‐mCh cells. This experimental 
model gave rise to mammary tumors containing mCh‐positive cancer cells and GFP‐positive stromal 
cells  (Figure 4). Primary cultures established  from  these  tumors revealed GFP‐expressing nests of 
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CST  cells  and host  stroma  show  complete  response  to  cisplatin  treatment,  a  first‐line  therapy of 
BRCA1‐mutated  breast  cancers.  (Figure  4).  Future  studies  will  address  the  role  of  the  stromal 
compartment in drug response, therapy resistance and relapse. 





















penicillin  and  streptomycin  (Life  Technologies).  MDA‐MB‐231,  MCF7  were  obtained  from  the 
National Cancer Instituteʹs Developmental Therapeutics Program (National Institutes of Health) and 
were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium supplemented with 10% FBS, 




























(olaparib),  Sigma‐Aldrich  (paclitaxel,  SN‐38,  doxorubicin),  TEVA  (etoposide),  Tocris  (veliparib), 
Merk (gemcitabine) and MedChemExpress (talazoparib, rucaparib). 
4.5. In Vitro Cytotoxicity Assay 
Viability  was  assessed  using  the  PrestoBlue®  assay  (Life  Technologies),  according  to  the 
manufacturerʹs  instructions. Briefly,  cells were  plated  in  96‐well plates  and  treated  in  the  given 
concentration range with  the  indicated compounds  for 120 h. Viability of  the cells was measured 
spectrophotometrically using an EnSpire microplate reader (Perkin Elmer). Data were normalized to 
untreated  cells;  curves  were  fitted  by  the  GraphPad  Prism  5  software  (GraphPad,San  Diego, 
California,  USA)  using  the  sigmoidal  dose–response  model.  Curve  fit  statistics  were  used  to 







the  starting  day,  5  ×  106 HEK293T  cells were plated  in  a  10  cm2  Petri dish. Calcium phosphate 
transfection was  performed  the  following  day.  24  h  later,  the medium was  replaced with  fresh 
medium, supplemented with KnockOut serum replacement (Gibco). The supernatant, containing the 
lentiviral particles, was harvested 48 h after transfection, filtered through a 0.45 μm syringe filter, and 








were  incubated overnight at 4°C with  the  relevant primary antibodies  (anti‐E‐Cadherin antibody 
(ab11512‐Abcam), anti‐Vimentin Antibody (V9) (sc‐6260‐SantaCruz), anti‐gamma H2A.X (phospho 
S139)  antibody  (ab11174‐Abcam)  anti‐cytokeratin  8  (ab53280‐Abcam)  and  anti‐cytokeratin  14 
(ab7800‐Abcam). After  incubation,  the cells were washed with PBS, and  the secondary antibodies 







All  animal protocols were  approved by  the Hungarian Animal Health  and Animal Welfare 
Directorate according  to  the EUʹs most recent directives. All surgical procedures were performed 
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according to the Committee on the Care and Use of Laboratory Animals of the Council on Animal 





















[100]  using HaplotypeCaller with  the mouse  dbSNP142  for  positive  training.  Single  nucleotide 
variants  were  filtered  for  a  minimum  coverage  of  10  and  categorized  according  to  COSMIC 














adipogenic differentiation,  cells were  stained with Oil Red O  to  visualize  the  lipid droplets,  and dimethyl 
methylene blue to stain the cytoplasm. Digital photos were taken by a Nikon Coolpix 4500 digital camera (Nikon 
GmbH, Düsseldorf, Germany) connected to an Olympus CK2 inverted microscope (Olympus, Tokio, Japan) with 








keratins has been described  [105] and  in particular CK8 has been shown  to play a  role as a nuclear matrix‐
attachment  region‐binding protein  involved  in  the  organization  of  nuclear DNA  [106].  Figure S3:  (A) Cell 




Data represent  the mean of  three  independent experiments  (mean ± SEM).  (B) Wound healing.  Images were 









samples  from  [66],  right  panels:  estimated  coverages  in  16  kb  windows  and  the  associated  ploidy  level 
predictions. Figure S6: In vitro toxicity (IC50) of selected compounds, measured with PrestoBlue assay. IC50 values 
were obtained by  sigmoidal  curve  fitting using  the GraphPad Prism  software. Figure S7:  (A) Transduction 




three  independent experiments  (mean ± SEM). C) Wound healing.  Images were acquired using  JuLi™ Stage 
(NanoEnTek  Inc., Korea) with  4x/0.16 U  Plan  S‐Apo  objective.  Figure  S8:  Lentiviral  vector‐mediated  gene 
transduction has no effect on CST cell viability, growth, motility and protein expression. (A) Cell growth assay. 
B) Wound  healing  assay  of  parental  CST  cells  compared  to  CST‐GFP,  CST‐mCh.  (C)  Immunofluorescent 
detection  of  fluorescent  proteins  (GFPmCh)  and  E‐cadherin  (Cdh‐1)  (Alexafluor555‐red)  and  vimentin 
(Alexafluor488 – green), nuclei were stained with DAPI. Scale bar = 20μm. Microscopy pictures were acquired 
using ZEISS LSM‐710 system (Carl /Zeiss microscopy Gmbh, Jena, Germany) with 40x/1.4 Plan‐Apochromat oil 
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